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論　文　内　容　要　旨
【目的】メカニカルストレスは骨代謝において重要な役割を果たしており,これまでにメカニカルストレスの
減少による骨量減少が骨形成の抑制に起因することや,骨細胞･骨芽細胞がメカニカルストレスに対し反応性
を持つことが報告されている｡しかし,メカニカルストレスが生化学的情報として細胞に受容される機構や,
細胞内シグナル伝達及び転写調節を介する応答反応についての詳細は未だ不明な点が多い｡
ストレス応答シグナル伝達路(SAPK経路)は, MAPKKK, MAPKK及びMAPKの3種類のプロテイン
キナ-ゼによる連続した三段階のリン酸化反応を基本骨格とする伝達路であり,様々な環境ストレスやサイト
カインによって括性化され細胞の生存,増殖,分化や死などの多彩な生物学的アウトプットを誘導すること
が知られている｡
本研究では,伸展刺激による前骨芽細胞のJNK･p38経路の活性化機構およびその意義について検討した｡
【方法】マウス前骨芽細胞様細胞(MC3T3-El)を専用の培養用dish (3cJnX 3cm)に適法に従い培養した
のち,培養細胞伸展装置(Strex Japan社製ST-140)にdishを取り付け, 12%の伸展刺激(いずれも10往復
/分)を与えた｡その後,細胞抽出液を調製し,ウエスタンプロット法により解析を行った｡また, JNKお
よびp38の阻害剤を用いて刺激開始から6時間後のmRNAを回収し, DNAマイクロアレイを行い,発現変
動のあるもののうち一部に関してRT-PCR法にて解析を行った｡
【結果】伸展刺激によるMAPKKKファミリーのひとつ, Apoptosis signal regulating kinase 1 (ASKl)の
活性化がJNKおよびp38経路の活性化をもたらすことがわかった｡さらに,このASKlの活性化は活性酸素
種の産生を介していることが示唆された｡また, DNAマイクロアレイ解析およびsiRNAを用いたASKlの
ノックダウンの結果, ASK1-JNK経路を介してFGF-inducible 14 (Fn14, TNFRsf12)が, ASK1-p38経路
によってmonocyte chemoattractantProteinl3 (MCP-3)がそれぞれ発現誘導を受けていることがわかった｡
-75-
【考察】 MCP-3はM/M¢のような遁走細胞を局所に集積するケモカインであり, Fn14に対するリガンドは
これらの細胞に発現が多いことが知られている｡このことから, JNK･p38経路はメカニカルストレス応答性
の骨代謝において骨芽細胞と硬骨細胞のクロストークに関与していることが示唆されたo
審　査　結　果　要　旨
歯科,特に補綴歯科領域において,義歯などの歯科補綴装置を介して歯槽骨,顎骨に負荷されるメカニカル
ストレスにより骨吸収が惹起されることは,従来から指摘されている｡近年になり,メカニカルストレスが骨
代謝において重要な役割を果たしていることが広く知られるようになり,これまでにメカニカルストレスの減
少による骨量減少が骨形成の抑制に起因すること,骨細胞･骨芽細胞がメカニカルストレスに対し反応性を持
っことが報告されている｡しかし,メカニカルストレスが生化学的情報として細胞に受容される機構や,細胞
内シグナル伝達及び転写調節を介する応答反応についての詳細は末だ不明な点が多い｡
一方,ストレス応答シグナル伝達路(SAPK経路)は, MAPKKK, MAPKK及びMAPKの3種類のプロ
テインキナ-ゼによる連続した三段階のリン酸化反応を基本骨格とする伝達路であり,様々な環境ストレスや
サイトカインによって活性化され細胞の生存,増殖,分化や死などの多彩な生物学的アウトプットを誘導す
ることが知られている｡本研究は,前骨芽細胞を用いて, SAPK経路の一部であるJNK･p38経路における
伸展刺激による活性化機構およびその意義について検討したものである｡
実験では,マウス前骨芽細胞様細胞(MC3T3-El)を専用の培養用dish (3cmx 3cm)に適法に従い培養
したのち,培養細胞伸展装置(Strex Japan社製ST-140)にdishを取り付け, 12%の伸展刺激(いずれも10
往復/分)を与えた｡解析は,細胞抽出液を調製後,ウエスタンプロット法により行われた｡またJNKおよ
びp38の阻害剤を用いて刺激開始から6時間後mRNAを回収し･ DNAマイクロアレイ, RT-PCR法による
解析を行っている｡
その結果,伸展刺激によるMAPKKKファミリーのひとつ, Apoptosis signal-regulating kinase 1
(ASKl)の活性化がJNKおよびp38経路の活性化をもたらすことを明らかにし, ASKlの活性化は活性酸素
種の産生を介しているものと推察している｡またDNAマイクロアレイ解析およびsiRNAを用いたASKlの
ノックダウンの結果, ASK1-JNK経路を介してFGF-inducible 14 (Fn14, TNFRsf12)が, ASKl-p38経路
によってmonoqte chemoattractant Z'rotein-3 (MCP-3)がそれぞれ発現誘導を受けていることを明らかにし
た｡そして, MCP-3がM/M¢のような遊走細胞を局所に集積するケモカインであり, Fn14に対するリガソ
ドはこれらの細胞に発現が多いことから, JNK･p38経路はメカニカルストレス応答性の骨代謝において骨芽
細胞と破骨細胞のクロストークに関与していることを示唆した｡
これらの結果は,メカニカルストレスによる骨代謝調整機構を生化学的に明らかにしたものであり,よって
本論文は,博士(歯学)の学位に相応しい論文と判断する｡
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